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,引物 1为 5c-CGT GAG GGC









GO4. 0软件分析设计为, 5cFAM-GGC TGA TGA CCA




PCR测定:取痰液标本 1ml经 2ml 1mol/ L NaOH
液化, 取中层 500Ll, 15 000r/min 离心 10 min, 弃上
清,沉淀中加三蒸水500Ll,混匀, 14 000r/ min离心 10
min,弃上清,留取沉淀,加 50Ll样品提取液( 2% Tr-i
ton X-100、1%NP-40) , 混匀, 置沸水浴 100 e 15min,
14 000r/ min离心 5 min。取上清备用。其它标本直
接取 500Ll, 14 000r/ min离心 10 min。后按痰液标本
同样处理后, 取上清备用。25Ll PCR反应体系内含
10mmol/L Tris-HCl, pH8. 3, 50mmol/L KCl, 1. 0U Taq
酶( Promega) , 200Lmol/L dNTP( Pharmacia) , 1. 5mmol/
L MgCl2, 0. 4Lmol/ L 引物和 0. 4Lmol/ L 分子信标及
5Ll样本溶液。在热循环仪( MJ/ PTC-100型,基因公
司)上 94 e 预变性 5 min 后, 按 94 e 30 s, 65 e 1min
和 72 e 1min运行 40个循环, 94 e 变性 30 s后 ,于
65 e 退火 1min结束。然后将 PCR反应管置于荧光
























较少时( 21~ 28) , 各个浓度都未有荧光强度的明显
变化,随着循环数的增加,高浓度 TB样品的荧光首





















  图 2 涂片法、培养法、荧光 PCR法检测结果
性的样本, 荧光 PCR 法的灵敏度分别为 92. 2%和
95%,特异度分别为 5719%和 5519%。对于正常阴
性标本, 均相荧光 PCR法与涂片法符合率为 100%。
荧光 PCR法的阳性检出率( 65. 8%)显著高于涂片
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荧光定量聚合酶链反应检测弓形虫 DNA及其临床应用
符生苗  阮和球  陈鑫萍  庞海云  徐文  凌奕  杨力芳
  我们设计合成了弓形虫( TOX)荧光
定量 PCR ( Fluorescence Quantitative PCR,
FQ-PCR)诊断试剂盒, 以一种完全闭管
式的 PCR 和荧光探针杂交技术相结合
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性 率 为 12189% , IgM 阳 性 33 例
( 14. 67% ) , FQ-PCR阳性 28 例( 12144% ) ,
平均拷贝数值 ( ml-1) 为 1168 @ 105 , 常规
PCR ( PCR 电泳-EB 染色 ) 阳性 29 例
( 12189% )。179例 新生儿TOX- IgG 阳性
11例 ( 6115% ) , IgM 阳性 3 例 ( 1168%) ,
FQ-PCR阳性 7 例 ( 3191% ) , 平均拷贝数
值( ml
-1
)为 2129 @ 105, PCR-EB 阳性 9 例
( 5103% )。结果显示, 在 36 例 TOX- IgG
阳性标本中, FQ-PCR 中阳性者仅有 26
例,TOX阴性者的 FQ-PCR阳性有 10 例,
说明 ELISA法检测抗体并非直接检测病


















#386# 中华微生物学和免疫学杂志 2000 年第 20卷第 4 期  Chin J Microbiol Immunol, July 2000, Vol 20, No. 4
